晤 
旧 





R 学 报 Acta Entomologica Sinica, May 2018, 61(5): 527 -536 doi:10. 16380/j. kcxb. 2018. 05. 002 











荔枝 蒂 蛙 虫 信息 素 结 合 彼 白 基因 序列 及 表达 分 析 


3 


nm 


和 -1 ， < 1 ~1 好 旋 1,* 2 士 3 上 年 ,大 
李鹏 燕 ， 刘 艳 萍 ， 王 思 威 ， 孙 海滨 ，“， 柏 建 山 , 彭 ， 刚 ， 砍 雪 海 
(1 广东 省 农业 科学 院 植 物 保护 研究 所 ,广东 省 植物 保护 新 技术 重点 实验 室 ， 广州 510640; 

2。 中 华人 民 共和 国 广东 出 入境 检验 检疫 局 , 广州 510623; 
3， 深 圳 职业 技术 学 院 应 用 化 学 与 生物 技术 学 院 , 广东 深圳 518055) 





外 


























摘要 :【 目的】 获得 荔枝 蒂 星 虫 Conopomorpha sinensis 3 个 信息 素 结合 蛋白 (PBP) 基 因 的 全 长 序列 ， 
并 分 析 序列 和 表达 特征 ,为 更 好 地 利用 性 信息 素 防治 该 虫 提 供 必要 的 基础 。【 方 法 】 提 取 荔 枝 带 星 
忠 触 角 总 RNA ,利用 转录 组 测序 结果 和 RACE-PCR 技术 获得 3 个 PBP 基因 的 全 长 序列 ;对 序列 进 
行 生物 信息 学 分 析 , 用 I-TASSER 在 线 软件 建立 蛋白 三 维 模型 ,用 TM-align 软件 进行 同 源 建 模 ,用 
COACH 软件 推测 蛋白 的 结合 位 点 ;用 荧光 定量 PCR 方法 分 析 这 3 个 基因 在 不 同龄 期 (幼虫 和 肾 ) 
和 3 日 龄 峻 雄 成 虫 不 同 组 织 [ 触角 、 头 (去 除 触 角 )、 胸 、 腹 、 足 和 起 ] 中 的 表达 谱 。【 结果 】 从 荔枝 蒂 
星 贝 触角 中 克隆 了 3 个 PBP 基 因 的 全 长 序列 ,分 别 命名 为 CsinPBP1, CsinPBP2 和 CsinPBP3 
(GenBank 登录 号 : MF093145，MF093146 和 MF093147 ) 。 序 列 分 析 结 果 表 明 , 这 3 个 基因 的 编码 
蛋白 具有 昆虫 气味 结合 蛋白 的 典型 特征 ,并 且 CsinPBP1 与 紫色 卷 蛾 Yponomeuta cagnagellus PBP 的 
和 氨基酸 序列 一 致 性 达 72% ,CsinPBP2 与 小 菜 蛾 Plutella xylostella PBP1 的 氨基 酸 序列 一 致 性 达 
55% ,CsinPBP3 与 水 稻 大 蜡 Sesamia inferens PBP3 的 氨基 酸 序列 一 致 性 达 39% 。 软 件 模 拟 分 析 表 
明 ,CsinPBP1 ，CsinPBP2 和 CsinPBP3 蛋白 的 三 维 结构 分 别 与 家 大 Bombyx mori 普通 气味 结合 蛋白 2 
(GOBP2) (PDB: 2wc6A )、 脐 检 蜡 Amyetois transitetella PBP1 (PDB: 4inxA ) 和 家 乔 PBP (PDB: 
2p70A ) 相似 度 最 高 ,分 别 预 测 得 到 10, 7 和 8 个 结合 位 点 。 表 达 谱 分 析 显 示 ,3 个 基因 均 只 在 成 忠 
触角 中 表达 ,在 幼虫 期 和 肾 期 不 表达 ,在 成 虫 头 (去 除 触 角 ) 、 胸 、 腹 、 足 和 起 中 也 不 表达 , 且 在 雄 忠 
触角 中 的 表达 量 分 别 是 肉 虫 中 表达 量 的 1.94, 28.19 和 32.94 倍 。 【结论 ] 获得 荔枝 蒂 星 虫 3 个 
PBP 基因 的 全 长 序列 ,序列 和 表达 分 析 结 果 提 示 这 3 个 基因 与 雄 虫 感受 性 信息 素 有 关 。 

关键 词 : 荔枝 带 星 贝 ; 信息 素 结合 蛋白 ; 基因 克隆 ; 序列 分 析 ; 软件 模拟 ; 表达 谱 

中 国 分 类 号 : 0966 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 0454-6296(2018 )05-0527-10 

Sequence analysis and expression profiling of pheromone binding protein 
genes in the litchi fruit borer, Conopomorpha sinensi (Lepidoptera: 


Gracillariidae ) 

LI Peng-Yan'’, LIU Yan-Ping’, WANG Si-Wei’, SUN Hai-Bin”*, BAI Jian-Shan’, PENG Gang ， 
GONG Xue-Hai (1. Guangdong Provincial Key Laboratory of High Technology for Plant Protection, Plant 
Protection Research Institute, Guangdong Academy of Agricultural Sciences, Guangzhou 510640, China; 
2. Guangdong Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau of the People”s Republic of China, 
Guangzhou 510623, China; 3. School of Applied Chemistry and Biological Technology, Shenzhen 
Polytechnic, Shenzhen, Guangdong 518055, China) 
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基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 项 目 (31401745 , 31640067 ) 

作者 简介 : 李 赐 燕 , 女 , 1983 年 9 月 生 , 山 东 莱 阳 人 , 博士, 副 研究 员 , 研究 方向 为 农业 昆虫 与 害虫 防治 ,E-mail lpycau@ 163. com 
“通讯 作者 Corresponding author, E-mail: sunhb@ gdppri. cn 

收 稿 日 期 Received: 2017-10-11; 接受 日 期 Accepted: 2018-02-08 





















































528 


昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


61 卷 





fruit borer, Conopomorpha sinensis, and to analyze their sequences and expression characteristics, so as 
to provide essential basis for better use of sex pheromone for control. [ Methods) The full-length cDNA of 
three PBP genes were cloned from the antennae of C. sinensis adults by transcriptome and RACE-PCR 
technique after extracting total RNA. The putative amino acid sequences were analyzed by bioinformatics 
software. The software I-TASSER was used to simulate 3D models, the software TM-align was used in 
protein homology modeling and the software COACH was used to speculate the binding sites. The 
expression profiles of the three genes in different developmental stages (larval and pupal stages), and 
different tissues of the 3 d-old female and male adults (antennae, head without antennae, thorax, 
abdomen, legs and wings) were analyzed by real-time PCR. 【Results】Three PBP genes were cloned 
from the antennae of C. sinensis adults. They were named CsinPBP1, CsinPBP2 and CsinPBP3, and 
deposited under GenBank accession numbers MFO093145, MFO093146 and MFO093147, respectively. 
Bioinformatic analysis revealed that the encoded proteins of the three genes have typical characteristics of 
odor binding proteins. Phylogenetic analysis revealed that CsinPBP1 has 72% amino acid sequence 
identity with PBP of Yponomeuta cagnagellus, CsinPBP2 has 55% amino acid sequence identity with 
PBP1 of Plutella xylostella, and CsinPBP3 has 39% amino acid sequence identity with PBP3 of Sesamia 
inferens. Software simulation analysis revealed that the 3D structures of CsinPBP1, CsinPBP2 and 
CsinPBP3 were the most similar with GOBP2 of Bombyx mori (PDB: 2wc6A), PBP1 of Amyetois 
transitetella (PDB: 4inxA) and PBP of B. mori (PDB: 2p70A), and were predicted to have 10, 7 and 
8 binding sites, respectively. Expression profiling revealed that the three genes were only expressed in 
adult antennae, but neither in larval and pupal stages nor in other adult tissues including the head without 
antennae, thorax, abdomen, legs and wings. The relative expression levels of CsinPBP1, CsinPBP2 and 
CsinPBP3 in the antennae of male adults were 1.94, 28. 19 and 32.94 times as high as those in the 
antennae of male adults, respectively. [Conclusion)] Three PBP genes were cloned in C. sinensis. Their 
sequence and expression analysis suggest that they are related to sex pheromone sensing in males. 

Key words: Conopomorpha sinensis; pheromone binding protein; gene cloning; sequence analysis; 


software simulation; expression profile 


荔枝 蒂 星 虫 Conopomorpha sinensis 属于 鳞 妇 日 
( Lepidoptera ) 细 蛾 科 ( Gracillariidae ) ,是 我 国 蔓 枝 龙 
眼 上 和 危害 严重 的 害虫 之 一 。 在 以 华南 地 区 为 主 的 








2002 ) 、 斜纹 夜 蛾 Spodopiera litura( 沈 幼 莲 等 ,2009，; 
吴华 新 等 , 2011) 、 桃 蛙 蝶 Conogethes punctiferalis( 杜 
艳丽 等 , 2014) 和 梨 小 食心虫 Grapholitha molesta( 封 








功 枝 龙眼 种 植 区 , 荔 校 带 旺 虫 发 生 面 积 广泛 、 虫 口 
数量 多 且 世 代 重 三 ,严重 影响 蓝 枢 龙眼 的 果实 品 
质 和 产量 ( 王 少 山 等 ,2008 ) 。 长 期 以 来 ,对 荔 极 
带 星 虫 的 防治 主要 采用 化 学 农药 ,但 化 学 农药 的 
大 规模 和 频繁 使 用 ,容易 导致 其 抗 药 性 的 增强 ,加 
环境 污染 ,并 且 造 成 荔 校 龙眼 上 农药 残留 超标 
等 ,这 些 缺 点 制约 了 荔枝 龙眼 产业 的 发 展 ( 易 干 军 
等 , 2002) 。 所 以 ,迫切 需要 新 的 方法 来 防治 荔枝 
蒂 星 虫 。 

利用 性 信息 素 进行 预测 预报 和 诱捕 是 害虫 防治 
中 的 常用 方法 ,该 方法 具有 高 效 精准 和 减少 农药 使 
用 的 优点 ( 焦 晓 国 等 , 2006) 。 目 前 ,性 信息 素 防 治 
在 小 菜 蛾 Plutella xylostella( 王 香 萍 等 , 2003 ) .棉铃 
虫 Helicoverpa armigera( 林 付 根 等 ， 1998 ; 成 承 发 等 ， 






































云 涛 等 , 2013 ) 等 害虫 的 防治 中 已 经 得 到 深入 研究 
和 广泛 应 用 。 在 分 子 生物 学 方面 ,更 是 对 昆虫 信息 
素 结 合 和 蛋白 (pheromone binding protein ，PBP ) 基 
鉴定 和 功能 ( 禾 达 平等 , 2006; 李 亮 等 , 2009; 傅 琛 
等 , 2013; 曹 共 月 等 , 2015; 页 小 俭 等 , 2015 ; 李 文 
海 等 , 2015 ; 冯 一 璐 等 , 2017) 开 展 了 深入 研究 和 讨 
论 。PBPs 属于 气味 结合 蛋白 (odorant binding 
protein，OBP) ,存在 于 成 虫 的 触角 中 ,通常 仅 位 于 毛 
形 感 器 (sensilla trichodea ) 中 ( 王 桂 荣 等 ，2002 ) 。 
Vogt 和 Ridditord(1981 ) 用 标记 性 信息 素 的 方法 , 首 
次 在 多 音 大 和 看 蛾 Aniheraea polyphemus 雄 蛾 触角 中 发 
现 昆 虫 PBP。 在 昆虫 触角 的 感受 机 制 中 ,气味 分 子 
( 玻 水 性 ) 首先 与 OBP 结合 , 穿 过 细胞 间 质 中 的 感 右 
淋巴 液 ( 亲 水 性 ) 到 达 受 体 蛋 白 ,同时 OBP 可 以 保护 
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气味 分 子 不 被 降解 。OBP 在 感 器 淋巴 液 中 浓度 很 
高 ,可 以 与 特异 的 气味 分 子 结合 。 在 雄 蛾 触角 中 ， 
PBP 特异 性 地 与 肉 蛾 释放 的 性 信息 素 分 子 结合 ,3 
将 其 护送 到 受 体 蛋 白 , 从 而 启动 交配 过 程 
(Nakagawa et al., 2005)。 所 以 ,PBP 基因 在 昆虫 性 
信息 素 感 受过 程 中 起 着 举足轻重 的 作用 。Dong 等 
(2017b ) 筛选 得 到 棉铃 虫 信 息 素 结 合 蛋白 
HarmPBP1 与 配 体 Z9-16:Ald 的 复合 物 晶 体 结构 ,证 
明 Ser9 ，Phel2 ，Ser56 和 Phel19 是 关键 结合 位 点 。 
Dong 等 (2017a) 研究 表明 : 只 有 HarmPBP1 与 
HarmPBP2 基因 被 同时 干涉 后 , 雄 蛾 对 Z11-16:Ald 
的 触角 电位 反应 显著 降低 ,而 其 他 单独 及 混合 
涉 均 无 法 引起 肉 雄 蛾 触角 对 气味 标 样 的 反应 下 
调 。 这 些 都 证 实 以 PBP 为 靶 标 筛选 昆虫 行为 调控 
剂 的 可 行 性 ,为 开发 害虫 防治 新 策略 提供 了 必要 
的 基础 。 

目前 ,有 不 少 学 者 已 经 开展 了 对 荔枝 蒂 旺 虫 性 
言 息 素 分 泌 腺 体 和 释放 节律 的 相关 研究 ( 姚 监 等 ， 
2009; 张 辉 等 , 2013, 2014) ,并 且 荔 枝 蒂 星 虫 性 信 
息 素 成 分 已 得 到 初步 鉴定 ,但 在 田间 未 大 范围 应 用 ; 
在 分 子 生物 学 方面 , 孟 翔 等 (2016) 通 过 建立 荔 术 带 
旺 虫 成 虫 的 转录 组 数据 库 , 鉴定 得 到 100 个 嗅觉 相 
关 基 因 ,然而 对 荔枝 带 蛙 虫 PBP 基因 的 相关 研究 始 
终 未 见报 道 。 所 以 ,本 研究 通过 筛选 荔 术 人 带 星 虫 触 
角 的 转录 组 测序 结果 ,用 RACE-PCR 方法 克隆 出 3 
个 PBP 全 长 基因 ,分析 基因 序列 特征 ,软件 模拟 蛋 
白 的 三 维 结构 ,找到 与 其 结构 相似 的 蛋白 模型 ,预测 
其 结合 位 点 ,注释 其 功能 ,并 使 用 严 光 定量 PCR 方 
法 检测 了 这 3 个 基因 在 不 同 发 育 阶段 和 不 同 组 织 
的 表达 情况 。 

















































































































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 材料 

1.1.1 试 虫 : 供 试 虫 源 荔枝 蒂 星 虫 幼虫 采 自 广州 黄 
浦 区 荔枝 园 。 幼 虫 化 晴 后 ,用 玻璃 管 单 头 饲养 至 羽 
化 ,饲养 温度 27 +1% ,相对 湿度 80% +5% , 光 周 期 
16L:8D ,用 10% 蜂蜜 水 饲 咀 成虫, 成虫 允 化 3 d 后 ， 
分 雌雄 ,将 试验 材料 取 下 ,立即 放 入 液 氮 中 ,然后 置 
于 -80Y 保存 备用 。 

1.1.2 主要 试剂 :总 RNA 提取 试剂 盒 购 自 Qiagen 
公司 。 克 隆 载体 pMD19-T，DNA Marker 和 RACE 
试剂 盒 等 均 为 大 连 宝生 物 工 程 有 限 公 司 产品 。 反 转 
录 试 剂 盒 .Taq DNA 聚合 酶 .TI4 DNA 连接 酶 等 购 自 


























Promega 公司 。 
1.2 总 RNA 提取 

取 羽 化 后 3 d .未 交配 的 荔枝 蒂 性 虫 肉 虫 和 雄 虫 
触角 各 150 对 ,分 别 用 液 氮 研磨 为 粉末 ,然后 采用 
RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen Co., 德国 ) 提取 总 
RNA ,经 1.0% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 总 RNA 的 完整 
性 后 ,用 反 转 录 试 剂 盒 ( Promega Co., 美国 ) 合成 
cDNA 第 1 链 , -20% 保存 备用 。 

1.3 荔枝 蒂 星 虫 PBP 基因 克隆 

采用 RNA-seq 技术 建立 荔枝 蒂 星 虫 雌 雄 虫 触 
角 的 转录 组 文库 (数据 竺 发 表 ) ,从 注释 的 unigene 
中 搜索 信息 素 结合 蛋 白 (PBP) 基因 ,得 到 3 个 PBP 
基因 ( CsinPBP1, 2 和 3) 片 段 ,长 度 分 别 为 447,， 435 
和 361 bp。 根 据 这 3 个 片段 序列 用 Primer Premier 
5.0 软件 设计 用 于 扩 增 这 3 个 基因 全 长 序列 和 表达 
分 析 的 引物 ( 表 1) 。 

以 荔枝 蒂 星 虫 触角 总 RNA 为 模板 ,利用 3 
RACE 反 转 录 试 剂 盒 进行 反 转 录 。 根 据 3 个 PBP 基 
(CsinPBP1, 2 和 3) 片 段 设计 特异 性 引物 ,分 别 用 
上 游 和 下 游 引物 ( 表 1) 配 对 进行 梨 氏 PCR 扩 增 。 
第 1 次 PCR: PCR 反应 体系 共 50 pL: 10 x Tag plus 
PCR Buffer 5 pL, dNTP Mix( 各 2.5 mmol/L)4 nL, 
分 别 以 3'-1 和 T-3 ( CsinPBP1 )，3'-1 和 T 了 7 
(CsinPBP2) ,3-1 和 了 -11( CsinPBP3) 为 上 下 游 引 
物 (10 pmol/L) 各 2 pL,cDNA 模板 1 pL,Taq DNA 
聚合 酶 (5 UA/pL)1 pL,ddH,0 补足 至 50 pL。PCR 
反应 条 件 :95% 5 min;95%C 40 s,60%C 30 s,72%C 
1.5 min，35 个 循环 ;72% 延伸 10 min。 第 2 次 
PCR: PCR 反应 体系 共 50 pL: 10 x Taq plus PCR 
Buffers pL, dNTP Mix( 各 2.5 mmol/L)4 kL, 分 别 
以 3'2 和 TA4(CsinPBP1), 3'-2 和 TT-8( CsinPBP2)， 
3'-2 和 T-12( CsinPBP3) 为 上 下 游 引物 (10 pmol/L) 
各 2 kL, 第 1 次 PCR 产物 1 pL,Taq DNA 聚合 酶 (5 
UApL)1 pL，ddH20 补 是 至 50 umL。PCR 反应 条 
件 :95%C 5 min; 95%C 40 s, 60%C 30 s, 72%C 1.5 
min, 20 个 循环 ;72%C 延伸 10 min。 

以 荔枝 蒂 星 虫 触 角 总 RNA 为 模板 , 利用 
5 RACE 反 转录 试剂 盒 进行 反 转录 。TDT 加 尾 反 
应 :5 x TDT buffer 10 pL, 0. 1% BSA 5 pL, 10 
mmol/L dGTP 2.5 pL, TDT 15 U, 反 转录 产物 20 
nL, ddH,0O 补足 至 50 EL, 37% 反应 30 min。 根 据 
CsinPBP1 -3 片段 设计 特异 性 引物 ,分别 用 上 游 和 
下 游 引 物 ( 表 1) 配 对 进行 梨 氏 PCR 扩 增 。 第 1 次 
PCR: PCR 反应 体系 共 50 pL: 10 x Taq plus PCR 
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Buffer 5 kL，dNTP Mix( 各 2.5 mmol/L)4 pL ,分 别 
以 $ -1 和 TL(CCsinPBP1)， 5 -1 和 TS(CsinPBP2 ) ， 
5 -1 和 T-9(CsinPBP3 ) 为 上 下 游 引物 (10 umol/L) 
各 2 hkL,，cDNA 模板 1 pL, Taq DNA 聚合 酶 (5 U/ 
ML)1 pL,，ddH,0 补足 至 50 pL。PCR 反应 条 件 : 
95%C 5 min; 95°C 40 s, 60°%C 30 s, 72°C 1.5 min, 35 
个 循环 ;72% 延伸 10 min。 第 2 次 PCR :PCR 反应 体 
系 共 50 pL: 10 x Taq plus PCR Buffer 5 kL，dNTP 
Mix( 各 2.5 mmol/L)4 pL, 分 别 以 5'2 和 T-2 
(CsinPBP1), 5'-2 和 了 T-6( CsinPBP2), 5'-2 和 T-10 


(CsinPBP3 ) 为 上 下 游 引物 (10 pmol/L) 各 2 pL, 第 
1 次 PCR 产物 1 nL，Taq DNA 聚合 酶 (5 UZpL ) 
1 pL, ddH,0 补足 至 50 pL。PCR 反应 条 件 :95%C 
5 min; 95% 40 s, 60%C30 s, 72% 1.5 min, 20 个 循 
环 ;72% 延伸 10 min。 

PCR 产物 进行 1. 0% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 , 纯 
化 回收 目的 片段 。 回 收 产物 连接 至 pMD-19T 载体 
(TaKaRa, 中 国 ) 上 ,转化 至 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 
DH5a 中 ,在 37% 下 涂 平板 ,过 夜 培养 16 h 后 ,选取 
阳性 克隆 菌 液 送 公 司 测序 。 






























































表 1 引物 信息 
Table 1 Primer information 
引物 引物 序列 (5 -37) 途 

Primers Primer sequences Purpose 
5'-1 GGCCACGCGTCGACTAGTACCCCCCCCCCCCCCC 5 RACE 接头 引物 
5'2 GGCCACGCGTCGACTAGTAC Joint primer for 5’ RACE 
3'-1 GCAGTGGTATCAACGCAGAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN 3” RACE 接头 引物 
3'2 GCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC Joint primer for 3’ RACE 
T-1 TGCGGAAGCACTTGGAGATC CsinPBP1 5' RACE 特异 引物 
T-2 CAGTCGTGGATCATGGTCAC Specific primer for 5’ RACE of CsinPBP!1 
T-3 AGGAGCTGAAGCTGCATCATGG CsinPBP1 3' RACE 特异 引物 
T4 CGCATGGTGCTGACGACACG Specific primer for 3’ RACE of CsinPBP!1 
T-5 CTGTACGGAAACACTTGGCTATCTC CsinPBP2 5' RACE 特异 引物 
T-6 ATCGTCATCAGCTCCATGTGC Specific primer for 5’ RACE of CsinPBP2 
T-7 GATGTAGCAACGAAAGTGGTCC CsinPBP2 3' RACE 特异 引物 
T-8 GTCCAGATCATCCACGCTTGC Specific primer for 3’ RACE of CsinPBP2 
T-9 AGTTGGCGACGTTCAGGATATTC CsinPBP3 5' RACE 特异 引物 
T-10 CATGCACACGTCATTGTTGGGT Specific primer for 5’ RACE of CsinPBP3 
T-11 ACCTCGTGGATCCGTCCGGAAAC CsinPBP3 3' RACE 特异 引物 
T-12 CCTGCATCACGGCAACGCTAG Specific primer for 3’ RACE of CsinPBP3 
qActin-F ACACCTTCTACAACGAGCTG 
qActin-R GTCATCTTCTCCCCGTTGGC 
qPBP1-F GAACGTTGGAGACCACATCC 
qPBP1-R ATGCACATCACCACACACCC 实时 获 光 定量 PCR 
qPBP2-F ATGCAAGACTGAGCTCGGTC Real-time quantitative PCR 
qPBP2-R AAGGTTTAGTTTACCGCTCA 
qPBP3-F CATCGGGTGCGTGATGATGT 
qPBP3-R CCATGTTTCTTGCCAAATTC 


1. 4 荔枝 蒂 星 虫 PBP 基因 序列 分 析 

核 背 酸 序列 分 析 采 用 DNAMAN 6. 0 ( Lynnon 
Biosoft, 加 拿 大 ) 氨基 酸 序 列 分 析 采 用 生物 信息 学 
在 线 工 具 SignalP( 信号 肽 分 析 ) 和 EXPASY( 等 电 点 
和 分 子 量 ) ,蛋白 多 序列 比 对 采用 DNAMAN 6.0 软 
件 , 同 源 性 比较 采用 NCBI 中 的 BLAST 工具 。 路 膜 
区 分 析 采 用 TMHMM 在 线 软件 。 





从 GenBank 数据 库 中 检索 并 下 载 其 他 鳞 翅 目 
昆虫 PBP 的 氨基 酸 全 长 序列 ,与 CsinPBP1 -3 的 氮 
基 酸 序列 一 起 用 ClustalX 2. 0 进行 多 序列 比 对 ,其 
结果 用 MEGA4. 1 软件 构建 NJ(neighbour joining) 无 
根系 统 树 (1 000 次 抽样 分 析 ) 。 

采用 I-TASSER 软件 ,进行 3D 结构 预测 分 析 
(Zhang,， 2008 ) ;采用 TM-align 软件 ,在 Protein Data 
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Bank(PDB ) 数据 库 中 进行 同 源 建 模 (Roy et al.， 
2010) ;采用 COACH 软件 ,推测 CsinPBP1 -3 的 蛋 
白 结合 位 点 (Yang ei al.，2015 ) ;在 Gene Ontology 
(CO) 数 据 库 中 对 基因 功能 进行 注释 。 
1. 5 实时 荧光 定量 PCR 

收集 荔枝 蒂 星 虫 3 龄 幼虫 和 化 晴 第 3 天 的 肾 各 
30 头 ,另外 收集 150 头 3 日 龄 雌雄 成 虫 的 触角 、 头 
(去 除 触 角 )、 胸 、 乃 、 足 和 翅 , 用 液 拓 速冻 后 置 于 
-807 冰 箱 中 保存 。 分 别提 取 总 RNA, 进行 反 转 
录 。 根 据 已 获得 的 CsinPBP1 -3 基因 和 内 参 基 因 6- 
actin( GenBank 登录 号 : KF598848 ) 序列 设计 并 合成 
引物 ( 表 1)。 定 量 实验 在 LightCycler @ 4801I 荧光 
定量 PCR 仪 上 进行 (Roche, 瑞士 ) 。PCR 反应 体系 
为 25 pL: 2 x SuperMix 12.5 pL, Passive dye 0. 5 
KML,， 上 下游 引物 (10 pmol/L) 各 0.5 pL, cDNA 模 
板 2 pL, ddHO 9 pL。PCR 反应 条 件 :95Y 预 变性 
3min; 95% 30 s, 55%C 20 s, 72% 20 s, 40 个 循环 ; 
95%15 s, 60%C 15 s, 20 min 升温 ,95% 15 s。 每 处 
理 重复 3 次 ,以 ddH,0 作为 空白 对 照 。 每 个 处 理 生 
物 学 重复 3 次 ,每 生物 学 重复 进行 4 次 技术 重复 。 
以 B-actin 为 内 参 进 行 校 正 , 采 用 2 "法 进行 相对 
定量 分 析 (Livak and Schmittgen ，2001 ) 。 
1.6 数据 分 析 

试验 数据 采用 SPSS19.0 软件 进行 统计 分 析 ,应 
用 One-way ANOVA ，LSD 检验 法 进行 单 因 素 方差 
分 析 。 


















































2 结果 


2.1 荔枝 蒂 星 虫 PBP 基因 的 克隆 及 序列 分 析 
RACE 扩 增 得 到 的 序列 与 转录 组 筛选 结果 符合 
度 100% 。 将 获得 的 荔枝 蒂 星 虫 信 息 素 结合 蛋白 基 
CsinPBP1 -3 的 cDNA 全 长 序列 提交 NCBI 注册 ， 
GenBank 登录 号 分 别 为 MF093145，MF093146 和 
MF093147。CsinPBP1 - 3 开放 阅读 框 全 长 分 别 为 
507, 495 和 498 bp, 编码 168，164 和 165 个 氨基 
酸 ,分 子 量 分 别 为 19.4, 18.2 和 18.5 kD ,等 电 点 
(pI) 分 别 为 5.42, 5.34 和 6.07,N- 末 端 分 别 包 括 由 
起 始 位 置 开 始 的 24, 22 和 21 个 氨基 酸 组 成 的 信号 
肽 ,经 分 析 无 跨 膜 区 。 
2.2 荔枝 蒂 星 虫 PBP 同 源 比 对 和 系统 进化 分 析 
通过 与 其 他 鳞 翅 目 昆 虫 PBPs 氮 基 酸 序列 进行 
比 对 ,结果 显示 ,CsinPBP1 -3 都 含有 6 个 保守 的 半 
胱 氨 酸 残 基 ,遵循 PBPs 的 经 典 模式 Cysl-X,s _30- 









































Cys2-Xs-Cys3-X36 _ 4-Cys4-Xs _14-Cys5-Xs-Cys6( Xu et 
al., 2009) , 且 第 2 个 半 胱 氨 酸 前 面 含有 1 个 甘 氨 
酸 残 基 ( 图 1) ,与 所 比 对 的 其 他 鳞 翅 目 昆 虫 的 
PBPs 相似 。 

采用 NJ 法 对 18 种 鳞 翅 目 昆 虫 的 36 个 PBPs 构 
建 系统 进化 树 ( 图 2) ,可 以 看 出 :所 选取 的 鳞 翅 目 昆 
虫 PBPs 形成 了 3 个 明显 的 类 群 ,CsinPBPI 属于 第 1 
个 类 群 ,CsinPBP2 属于 第 2 个 类 群 ,而 CsinPBP3 为 
单独 一 个 类 群 , 且 介 于 第 2 个 和 第 3 个 类 群 之 间 。 
软件 比 对 结果 显示 ,这 3 个 PBP 和 蛋白 与 其 他 33 个 
PBPs 氨基 酸 序 列 一 致 性 在 34% ~72% 之 间 , 其 中 
CsinPBP1 与 紫色 卷 蛾 Yponomeuta cagnagellus PBP 
( GenBank 登录 号 : AAF06143 ) 的 同 源 性 最 高 ,氨基 
酸 序 列 一 致 性 为 72% ; CsinPBP2 与 小 菜 蛾 Plutella 
xylostella PBP1( GenBank 登录 号 : ACI28451) 的 同 源 
性 最 高 ,氨基酸 序列 一 致 性 为 55% ; CsinPBP3 与 水 
稻 大 量 Sesamia inferens PBP3 ( GenBank 登录 号 : 
AEQ30019 ) 的 同 源 性 较 高 ,氨基 酸 序列 一 致 性 为 
39% 。 
2.3 ”CsinPBPs 蛋白 的 结构 和 功能 

软件 分 析 表 明 :CsinPBP1 -3 蛋白 的 三 维 结构 
均 由 6 个 Qa- 螺旋 和 线 状 结构 组 成 。CsinPBP1 的 三 
维 结构 与 家 牌 普通 气味 结合 蛋白 2( GOBP2, PDB: 
2wc6A) 相 似 度 最 高 ,预测 其 结合 位 点 为 第 34，35 ， 
38, 62, 78, 94, 116, 124, 141 和 144 位 氨基 酸 ; 
CsinPBP2 的 三 维 结构 与 脐 术 迪 Amyetois transitetella 
PBP1( PDB : 4inxA ) 相似 度 最 高 ,预测 其 结合 位 点 为 
第 30，78，83，84，90，136 和 140 位 氨基 酸 ; 
CsinPBP3 的 三 维 结构 与 家 看 PBP(PDB: 2p70A) 相 
似 度 最 高 ,预测 其 结合 位 点 为 第 73, 83, 89, 115， 
132, 135, 136 和 139 位 氨基 酸 。C0 注释 表明 这 3 
个 蛋白 都 具有 气味 结合 (odorant binding: 0005549 ) 
和 转运 (transport: 0006810 ) 的 功能 。 
2.4 ”CsinPBPs 基因 的 表达 特征 

从 溶解 和 扩 增 曲线 看 ,引物 特异 性 很 好 , 扩 增 效 
率 较 高 ,并 且 荔 枝 带 旺 虫 的 3 个 PBP 基因 都 仅 在 峻 
雄 成 虫 触 角 中 表达 ,幼虫 期 和 师 期 均 不 表达 ,在 成 虫 
头 (去除 触 角 ) 胸 、 腹 . 足 及 翅 中 也 不 表达 。 进 一 步 
分 析 表 明 ,CsinPBP1 -3 在 雄 蛾 触角 中 的 表达 量 分 
别 是 肉 蛾 触角 中 的 1.94, 28. 19 和 32. 94 倍 , 雌雄 
蛾 触角 间 有 显著 差异 (图 3)。 

















































































































3 讨论 


本 研究 采用 转录 组 测序 和 RACE-PCR 的 方法 ， 
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CsinPBP1 GDSRWHLIEVYSISIECILRAIRVDRRSCERDI 玫 RFBTRAGESESEEIzI 本 INVGDHII 全 57 
CsinPBP2 |... .MTEMSGELEVCLMVILIGKTMGSSQANMEDITTGETEGEDE LGLTEVYMEI] 53 
CsinPBP3 |..... MVRNVYMLLVYGLVALVYSTGVQAATQEMNEVETRRYMNAL SE MEIADSELII 52 
HarmPBP2 |.-...----..-..----.. MMGSAMSSRELLTENITGGETRVALD LSVGDHINMO) 38 

HvirPBP |...... MMSVRLMLVYVAVHLCLRVYDASODVHENE SMNE ARPLE MDLEDSVTTI 51 
BmorEBES | i VEMVYCGSRDVMINESIQEARPEEM: MGLTETVYLEI 37 
PXY1PBP |.MHVEMITRKREACLMMVLMCALREVESSADVNEGESENEGRALG IDLIEDSIMTI] 56 
MsexPBP |....... MEVAVVAIVVILAVGNVYDSSPEVNENECLNE GRAL DEE MNISDSIRDI 50 
CpomPBP2 |.MNAABARWRILVAAEFILTLCVNRVIPSAEINEKETTGEATALDE LNVYQENVMOQI 5 
GmolPBP2 |.MANASGRWRMLLAVEVLSVCVNRVIPSADINERETIGEATAEDENS MLNVAENVMOAI 56 


Consensus 








CsinPBP1 REDEELY 
CsinPBP2 FEEDYELL 
CsinpBP3 RSEERLY 
HarmPBP2 a EID FREEROL™Y 
HvirPBP |DEWmaENKECYEET 
BmorPBP2 IEDEEFT 
PxylPBP EDDEVLS 
MsexpBP VEGYEVS 
CPomPBP2 REDYELL 
GmolPBP2 REDYELL 
-onsensus 
CsinPBP1 ERNHYSIA . 
CsinPBP2 下 REHDRIE . 
CsinPBP3 In ERAAEPPNN . 
HarmPEE2 | ETQHABRIE . 
HvirPBP | SQSTEDATD 
BmorPBP2 |n SQSVATME. 
PxylPBP |G ERAAPDNE . 
MsexPBP ID ENSTPEND - 
CpomFBP2 |G ER .ATTED . 
GmolPBP2 ER .ANSDD. 
Consensus 





图 1 
Fig. 1 








荔 校 带 星 虫 与 其 他 鳞 运 


Amino acid sequence alignment of PBPs from Conopomorpha sinensis and other lepidopteran species 





RT TM 117 
DDVATEYY!, 113 
ERM DELITRLI! 112 
sn AIEEELY 98 
ln DAMARQLY: 111 
ETMAFGQLN! 97 
LHI EGMAGAQLY 116 
Rijslenh EAMARGLL! 110 
nDDLARGLY 116 
EleYa nLAFQLY, 116 









革 守 天 团 六 加 罗 台 
pa 
EJ 






SHEVVL MTEM.... 168 
DNIVITEHNYLIEI.... 164 
DIEILIGPNLSEAKR.. 165 
a? SNMEVIMERIMITIARA. ... i149 
Ws SMELYVY LAMEV.... 163 
MIO DYELLMMIYLNEVSWES 152 
国耻 YY LAV.... 167 
wps MDLYVY LARV.... 161 
Ws SNETYLEDYMIEVRKES. 169 
Wa SMETYL MTEVEPS. 169 











目 昆 虫 PBPs 氨基 酸 序列 比 对 


PBPs 来 源 物种 及 其 GenBank 登录 号 The origin species of PBPs and their GenBank accession numbers: HarmPBP2: 棉铃 虫 Helicoverpa armigera， 
ACD01993 ; HvirPBP: 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens，CAA65604; BmorPBP2: 家 不 Bombyx mori, CALA7308; PxylPBP: 小 菜 蛾 Plutella xylostella, 


BAG71422; MsexPBP: 烟草 天 蛾 Manduca sexta，AAF16715; CpomPBP2: 苹果 震 蛾 Cydia pomonella，AFL91693; GmolPBP2: 梨 小 食心虫 


Grapholita molesta, AHZ89398. 


从 荔枝 带 蛙 虫 成 虫 的 触角 中 克隆 出 3 个 PBP 基因 
全 长 序列 。 我 们 根据 GenBank 数据 统计 ,目前 已 经 
在 30 多 种 鲜 却 目 昆 虫 中 发 现 了 PBP 基因 的 cDNA 
序列 ,本 研究 获得 的 荔枝 带 星 虫 PBP 基因 与 其 他 昆 
虫 基 因 序 列 相 比 ,其 编码 蛋白 都 具有 气味 结合 蛋白 
的 基本 特点 :(1) 由 144 个 左右 氨基 酸 组 成 ,分 子 量 
较 小 , 约 15 ~20 kD;(2) 氨 基 酸 序列 中 具有 6 个 保 
守 的 半 胱 氨 酸 ;(3) 具 有 一 个 20 个 左右 氨基 酸 的 信 
号 肽 ,等 电 点 为 4~5。 在 所 分 析 的 鳞 翅 目 昆 虫 PBPs 
中 ,CsinPBP1 与 紫色 卷 峨 的 PBP 紧密 地 肾 集 在 一 
起 ,在 序列 比 对 中 ,二 者 的 相似 度 也 最 高 (氨基 酸 序 
列 一 致 性 为 72% ) 。 据 此 推测 二 者 的 亲缘 关系 较 
近 ,序列 相似 度 较 高 ,推测 其 在 性 信息 素 识别 中 具有 
类 似 的 功能 。CsinPBP2 与 小 菜 蛾 PBP1 并 没有 聚 在 
同一 个 分 支 上 ,但 与 其 相似 度 最 高 (氨基 酸 序列 一 
致 性 为 55% ) , 而 CsinPBP3 与 其 他 PBPs 都 相距 较 
远 (图 2) ,我 们 推测 这 也 许 是 因为 荔枝 带 星 虫 属 于 



































细 蛾 科 , 与 鳞 怒 目 其 他 科 的 昆虫 亲缘 关系 较 远 导 
致 的 。 

采用 在 线 软件 预测 了 CsinPBP1 -3 蛋白 的 三 维 
结构 和 结合 位 点 ,为 研究 CsinPBP1 -3 和 性 信息 素 
分 子 的 结合 和 作用 机 制 莫 定 了 基础 。 昆 虫 PBPs 能 
够 特异 识别 昆虫 性 信息 素 分 子 , 起 到 结合 转运 的 作 
用 。 目 前 ,昆虫 性 信息 素 分 子 与 PBPs 的 结合 和 作 
用 机 制 是 其 化 学 通讯 研究 的 一 个 热点 ( 修 伟 明 等 ， 
2005; 杜 立 啸 等 , 2016 ) 。 不 同 昆 虫 的 机 制 存在 不 
同 。 我 们 克隆 的 这 3 个 基因 与 荔枝 蒂 星 虫 的 性 信息 
素 分 子 的 结合 关系 目前 还 不 清楚 ,需要 做 进一步 的 
研究 。 

本 研究 结果 显示 ,CsinPBP1 -3 特异 性 在 成 虫 
触角 中 表达 ,这 与 对 家 保 ( 获 达 平等 , 2006) 、 烟 夜 蛾 
Helicoverpa assuliu( 李 亮 等 , 2009 ) 等 分 析 结 果 一 致 。 
CsinPBP2 和 CsinPBP3 在 雄 峨 触角 中 的 表达 量 显著 
高 于 上 峻 蛾 触角 中 的 表达 量 ， 这 提示 2 个 基因 都 可 能 
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HarmPBP2 
HMirPBP2 
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2 ”CsinPBP1 -3 与 其 他 鳞 翅 
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R PBPs 的 系统 进化 树 分 析 ( 邻接 法 ) 


Fig. 2 Phylogenetic analysis of CsinPBP1 -3 with pheromone binding proteins from 


other Lepidoptera insect species (neighbor-joining method ) 














进化 树 分 支 置 信和 度 检 测 利用 Bootstrap 进 





行 1 000 次 计算 。The topology was tested using bootstrap analyses (1 000 replicates). PBPs 来 源 物种 及 其 


GenBank 登录 号 The origin species of PBPs and their GenBank accession numbers: SexiPBP1 ( AAU95536 ) ，SexiPBP2 ( AAU95537), SexiPBP3 
(ACY78413 ) : 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua; AipsPBP1 (AFM36756 ) ，AipsPBP2 (AFM36757 ) ，AipsPBP3 (AFM36758 ) : 小 地 老虎 Agrotis ipsilon; 





HarmPBP2 ( ACD01993 ) ，HarmPBP3 (AAO16091 ) : 棉铃 9 


R Helicoverpa armigera; HvirPBP (CAA65604 ) ，HvirPBP2 (CAL48346 ) : 烟 芽 夜 蛾 


Heliothis virescens; SinfPBP1 ( AEQ30019), SinfPBP2 (AEX58642 ) ，SinfPBP3 (AEQ30020) ;水稻 大 由 Sesamia inferens; BmorPBP2 (CAL47308 ) ， 
BmorPBP3 (CAL47309 ) : 家 看 Bombyx mori; OnubPBP ( AAD39455 ) : 欧洲 玉米 内 Ostrinia nubilalis; PxylPBP ( BAG71422 ) ，PxylPBP1 


(ACI28451) ，PxylPBP2 ( AGH13203 ) : 小 菜 
(BAF63878) ，AselPBP2 (BAF64703 ) : 大 造 桥 4 





载 Plutella xylostella; YcagPBP ( AAF06143 ) : 紫 
RAscotis selenariacretacea; ApolPBP (CAA35592 ) : 多 音 大 蚕 蛾 Antheraea polyphemus; MsexPBP 





色 卷 蛾 Yponomeuta cagnagellus; AselPBP 





(AAF16715) ，MsexPBP2 ( AAF16710)，MsexPBP3 ( AAF16703 ) : 烟草 天 蛾 Manduca sexta; OachPBP (AEZ52490 ) : 樟 梨 量 Orthaga achatina; 
DhouPBP1 (AGJ83350 ) : 云南 松 毛虫 Dendrolimus houi; CpomPBP2 (AFL91693 ) : 苹果 埠 蛾 Cydia pomonella; GmolPBP2 (AHZ89398 ) ，GmolPBP3 
(AHZ89399 ) : 梨 小 食心虫 Grapholita molesta; EposPBP (AAL09027 ) ，EposPBP2 (AAL05868 ) : 苹 淡 褐 卷 峨 Bpiphyas postvittana. 
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图 3 CsinPBP1 -3 在 荔枝 蒂 星 虫 肉 雄 成 虫 触角 中 的 表达 


Fig. 3 Expression of CsinPBP1 -3 in antennae of female and male adults of Conopomorpha sinensis 

















图 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 , 柱 上 不 同 字 母 表示 同一 基因 在 不 同 组 织 间 表 达 


























达 量 存在 显著 差异 (P<0.05) (采用 One-way ANOVA, LSD 法 进行 





方差 分 析 )。Data in the figure are mean + SE. Different letters above bars indicate significant difference in the expression level of the same gene among 


different tissues at the 0.05 level (One-way ANOVA, LSD test). 








与 雄 峨 感受 雌 蛾 性 信息 素 分 子 有 关 , 而 汉 一 璐 等 
(2017 ) 通 过 欧 光 竞争 结合 试验 证 明 茶 尺 竖 PBP2 基 
因 除 了 感受 性 信息 素 ,还 参与 感受 寄主 植物 挥发 物 。 
所 以 , CsinPBP1 -3 是 否 能 结合 寄主 植物 挥发 物 分 
子 需 要 试验 进一步 证 明 。CsinPBP1 -3 在 幼虫 和 师 
期 都 没有 表达 ,而 烟 夜 蛾 PBP2 在 师 中 期 开始 表达 ， 
肾 末 期 到 成 虫 都 保持 高 水 平 表 达 ( 李 亮 等 , 2009)， 
这 提示 我 们 CsinPBP1 -3 也 许可 能 在 肾 前 期 不 表 
达 , 肾 中 期 开始 表达 , 晴 后 期 高 水 平 表 达 , 所 以 
CsinPBP1 -3 在 肾 的 前 、 中 后 期 的 表达 情况 需要 进 
一 步 试 验证 明 ;对比 桃 旺 蝶 CpunPBP1 的 表达 情况 ， 
CpunPBP1 几乎 全 部 在 触角 中 表达 , 卵 期 有 微量 表 
达 ,幼虫 期 和 晴 期 均 不 表达 (页 小 俭 等 , 2015) ,所 以 
CsinPBP1 -3 在 卵 期 表达 情况 也 需要 进一步 试验 
证 明 。 















































本 研究 结果 丰富 和 完善 了 荔枝 蒂 性 虫 PBPs 基 
因 信息 ,为 进一步 探 明 荔枝 蒂 星 虫 肉 雄 间 性 信息 素 








并 


的 交流 机 制 莫 定 了 基础 ,为 其 安全 、 无 残 
了 依据 。 
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